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Resumen

Las toxinas marinas han proporcionado una variedad de compuestos capaces de ejercer ac-
ciones especificas y potentes a nivel de canales iénicos activados por voltaje o por neuro-
transmisores. Puesto que los canales ionicos participan en los mecanismos basicos de fun-
cionamiento del sistema nervioso y que alteraciones funcionales y estructurales asociadas a és-
tos pueden correlacionarse con diferentes patologias neurolégicas, neuromusculares y car-
diovasculares, las toxinas pueden jugar un papel muy importante tanto como reactivos biolé-
gicos para la investigacién biomédica, como para el disefio de nuevos fairmacos a emplear en
la terapéutica médica.

Abstract

Marine toxins represent a significant source of compounds capable to act potently and
specifically at the level of voltage gated and neurotransmitter gated ionic channels. Ionic
channels participate in basic mechanisms that underlie the function of the nervous system,
and functional as well as structural changes associated with these proteins could be related
with different neurological, neuromuscular and cardiovascular pathologies. Therefore, toxins
could play an important role as biological reagents for biomedical research and as a source for
the design of new drugs to be used in medical therapy.
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INTRODUCCION

La bisqueda de nuevos medicamentos y de estructuras moleculares novedosas con
fines terapéuticos se ha incrementado considerablemente en los dltimos afios. La exis-
tencia de enfermedades para las cuales no existen medicamentos efectivos, la resisten-
cia de los agentes patdgenos y los avances en las técnicas de biologia molecular han pro-
piciado la identificacién de un nimero cada vez mayor de moléculas "blanco”. La corre-
lacién de anomalias estructurales y funcionales a nivel de receptores y canales i6nicos
con diferentes patologfas, es uno de los factores que han promovido el interés en encon-
trar nuevas substancias capaces de ejercer acciones terapéuticas especificas y potentes.
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CANALOPATIAS

A partir de la serie de trabajos de Hodgkin y Huxley, en el afio 1952, acerca de los me-
canismos que subyacen a la generacién del potencial de accion, el estudio de los canales
ionicos se ha desarrollado desde su descripcion funcional y biofisica, al estudio de su es-
tructura molecular y, finalmente, al analisis de su participacién en diversos procesos pa-
tologicos. En todos estos campos las toxinas han sido utilizadas como instrumentos de
investigacion. Por ejemplo, el descubrimiento de la accion altamente selectiva de la te-
trodotoxina (TTX) por el grupo de Narahashi, en los afios sesenta (MOORE & NARA-
HASHI, 1967), y la determinacion y sintesis de la estructura de la molécula de la TTX y de
sus derivados (que le valieron el premio Nobel de Quimica en 1965 a Robert Burns Wo-
odward), sentd las bases para el estudio de los canales de sodio. De hecho, la unién de la
TTX al canal de sodio es tan firme y de tan alta selectividad que permitid, por un lado, el
desarrollo de métodos de purificacion de estas moléculas mediante el uso de columnas de
afinidad con TTX y, por otro, el desarrollo de experimentos en que la corriente de sodio
puede ser eliminada selectivamente. Otras toxinas como las conotoxinas, la dendroto-
xina, la caribdotoxina, la apamina, han contribuido también a definir las propiedades
biofisicas y el papel funcional de diversos subtipos de canales i6nicos en diferentes tejidos.

El desarrollo de la biologia y de la genética molecular han permitido la identificacion
de las secuencias de aminodcidos de las subunidades que conforman los canales idnicos,
la definicidn de los genes que codifican para estas proteinas, asi como la identificacion de
las mutaciones que producen alteraciones significativas en su funcionamiento. En este
sentido, la existencia de modelos animales mutantes con alteraciones en la cinética de
los canales ha jugado un papel predominante. Por ejemplo, el descubrimiento de un mu-
tante de moscas con temblores espontaneos ("Shaker") permitié la identificacién de los ge-
nes que codifican para algunas subunidades de los canales de potasio, inicidndose asi el es-
tudio sistemdtico de las alteraciones genéticas que conllevan cambios funcionales en los
canales i6nicos. Estos estudios han dado origen al término canalopatias, que abarca un
amplio rango de padecimientos con alteraciones hereditarias en el funcionamiento o ex-
presion genética de canales i6nicos.

Entre las canalopatias estan diversos padecimientos de interés en varios campos de
la medicina como la neurologia, la nefrologia, la miologia y la cardiologia. Ejemplos de
alteraciones neuroldgicas son las convulsiones neonatales benignas debidas a mutacio-
nes en los canales de potasio (RoGwWAsKY, 2000; THARP, 2002), la ataxia episddica producida
por una mutacién en los canales de potasio analogos a los "Shaker" del tipo KCNAT o en
los canales de calcio neuronales tipo P/Q, la migrafia hemipléjica debida cominmente a
alteraciones en la expresion de la subunidad o de los canales de calcio neuronales de los
subtipos P/Q (PIETROBON, 2002), la sordera congénita tipo DFNA2 debida también a al-
teraciones en la expresion de las subunidades (KCNQ4 y KCNQI) que componen los
canales de potasio. En nefrologfa, encontramos la nefrolitiasis recesiva ligada al cromo-
soma X debida a alteraciones en los canales de cloro (CLC-5). En miologia, las paralisis
periddicas hipokalémica e hiperkalémica debidas ya sea a alteraciones en canales de cal-
cio tipo L (5 mutaciones identificadas), en el receptor de ryanodina (19 mutaciones iden-
tificadas), o en los canales de potasio o de sodio (RUGGIERI & ARBERAS, 2002); destaca asi-
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mismo la miotonia congénita para la cual se han identificado 44 tipos de mutaciones en los
canales de cloro tipo CLCN-1 o en los canales de sodio del musculo, la paramiotonia
que se acompana de alteraciones en los canales de sodio sensibles a TTX (SCN4A) del mus-
culo esquelético, la hipertermia maligna debida a mutaciones en el receptor de ryanodina
o en los canales de calcio sensibles a las dihidropiridinas (tipo L) que participan en el
proceso de acoplamiento excitacion-contraccion (LEHMANN-HORN, JURKAT-ROTT & Ru-
DEL, 2002). En cardiologia destaca el sindrome Q-T largo que se asocia frecuentemente a
alteraciones auditivas (sindromes de Jervell y Lange-Nielsen) y que puede producir
muerte subita. Estos sindromes pueden producirse a consecuencia de mutaciones en va-
rios subtipos de canales de potasio (MinK, KCNQ1 y HERG) o en canales de sodio
(SCNS5A), todos los cuales participan en la repolarizacion cardiaca (ROGWASKY, 2000;
MARVAN, 2002); para una revision ver (LEHAMN-HORN & JURKAT-ROTT, 1999). Es im-
portante tener en consideracion que, en las canalopatias, puede haber convergencia fe-
notipica, esto es, que un mismo padecimiento puede producirse por mutaciones en dife-
rentes canales i6nicos, o divergencia fenotipica lo que implica que mutaciones en un
mismo subtipo de canal iénico pueden originar diversos padecimientos, como sucede en
el caso de los canales de calcio neuronales en que mutaciones de un mismo gene se aso-
cian con la migrafia episddica familiar, ataxia progresiva o epilepsia (KULLMANN, 2002).

Los anteriores son tan s6lo algunos ejemplos de patologias médicas cuya base fisio-
patoldgica se encuentra en alteraciones en la expresion genética de subunidades de ca-
nales i6nicos sensibles a voltaje. Cabe destacar que existen diversos modelos animales
de estos padecimientos, y que las toxinas constituyen una buena herramienta que puede per-
mitir reproducir los cambios en la cinética de canales i6nicos que se presentan en algunas
de estas mutaciones y, consecuentemente, estudiar los cambios funcionales secundarios
contribuyendo asi al conocimiento de la fisiopatologia de estos padecimientos.

A lo anterior debe afiadirse que investigaciones de los mecanismos biofisicos y mo-
leculares acerca del aprendizaje y del almacenamiento de memoria han identificado un nd-
mero de elementos claves que estdn filogenéticamente conservados tanto en vertebrados
como en invertebrados, como son los canales de potasio, las proteinas cinasas, la regula-
cion del calcio intracelular, las caracteristicas de los receptores tipo N metil D aspartico
(NMDA) y los receptores a acetilcolina, etcétera. La pérdida de memoria es el marcador
y quizds el signo inicial de la enfermedad de Alzheimer, y de hecho algunos de los ele-
mentos arriba mencionados se han encontrado alterados en pacientes con esta patologia (ET-
CHEBERRIGARAY, GIBSON & ALKON, 1994, NEWHOUSE, 1997)

En el infarto cerebral, en algunas enfermedades neurodegenerativas y en la demencia
asociada al SIDA se ha observado que se produce una estimulacién excesiva del com-
plejo receptor-canal tipo NMDA, lo que produce un aumento en los niveles de calcio in-
tracelular y la consiguiente produccién de radicales libres seguida de dafio neuronal. Con
el desarrollo de antagonistas al receptor tipo NMDA se abre una posibilidad para la in-
tervencion terapéutica en estos casos (LIPTON, 1996).

Se plantea que el alcoholismo y la esquizofrenia pueden considerarse parte de los de-
sordenes neurolégicos asociados a la neurotransmisidon glutamatérgica anémala, espe-
cialmente a través de receptores NMDA (Tsal, 1995, TAMMINGA, 1998). Estos receptores
estdn implicados en diferentes tipos de plasticidad neural y conductual (TRUJILLO, 1995).
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Por otra parte, los canales de sodio dependientes de voltaje son los blancos moleculares
de los anestésicos locales, de las drogas antiarritmicas clase I y de muchos anticonvulsi-
vantes (RAGSDALE, MCPHEE, SCHEUER & CATTERALL, 1996; TAYLOR & NARASIMHAN, 1997 ).

NUEVOS COMPUESTOS DE ORIGEN MARINO

Los productos naturales poseen una gran diversidad estructural. La especificidad de sus
efectos permite que sean empleados como reactivos bioldgicos para investigaciones bio-
médicas, como agentes terapéuticos o como modelos o arquetipos estructurales para la
generacion de familias de farmacos con mayor potencia o especificidad. Como un ejem-
plo clasico pudiéramos citar la morfina que, después de aislada y caracterizada, gener6 toda
una familia de analgésicos con actividad sobre los receptores opidceos a nivel central y que
condujo, en Ultima instancia, al descubrimiento de las morfinas end6genas o endorfinas.
A su vez, este compuesto de origen natural sirvié para la caracterizacién de los recepto-
res opidceos al emplearse como reactivos bioldgicos en investigaciones farmacoldgicas,
y al conocimiento mds profundo de los mecanismo del dolor y la analgesia.

El ambiente marino, en particular, ha propiciado que los organismos que lo habitan es-
tén dotados de mecanismos complejos que les permiten sobrevivir en ese medio. Las to-
xinas forman parte de estos mecanismos. La diversidad de las biotoxinas y su alta espe-
cificidad resultan de un complejo proceso de evolucion molecular y de interacciones
funcionales que se han dado en la naturaleza a lo largo de millones de afios.

El estudio de las toxinas de origen marino se inici6 en los afos sesenta, con el ha-
llazgo de dos compuestos: tetrodotoxina (extraida de los peces globo y la saxitoxina (ex-
traida de dinoflagelados), los cuales, por la especificidad de sus efectos asi como por la po-
tencia de sus acciones, han permitido profundizar en la caracterizacion estructural y fun-
cional de los canales de sodio. (CATTERALL, 2000).

En una revisién acerca de los proyectos que contemplan la utilizacién de derivados de
organismos marinos con fines terapéuticos (base de datos PHARMAPROJECT, 2000), se en-
contré que un elevado porcentaje de los proyectos en curso abordan el estudio de farma-
cos con acciones sobre el sistema nervioso este porcentaje sélo es superado por las in-
vestigaciones sobre compuestos anticancerigenos y antiinfecciosos. Los productos neu-
roldgicos en desarrollo son en su mayoria de tipo analgésico, sin embargo también estin
en proyecto medicamentos para uso en el tratamiento de epilepsias, depresién y como
estimulantes de la memoria, tal y como se representa en la figura 1.
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A partir del veneno de diversas especies de conos se han aislado péptidos que hacen
"blanco" en varios receptores neuromusculares de la presa. Estos componentes han sido
denominados "conotoxinas" y estan agrupados en 3 clases: alfa-conotoxinas, que tienen
como sitio blanco los receptores colinérgicos; mu-conotoxinas, que tienen como blanco los
canales de sodio del muisculo esquelético, y omega-conotoxinas, que se unen a los cana-
les de calcio neuronales (OLIVERA, RIVIER, CLARK, RAMILO, CORPUZ, ABOGADIE, MENA, WO-
ODWARD, HILLYARD & CRUZ, 1990). Otras conotoxinas han sido aisladas posteriormente
y se combinan con éstos u otros receptores. Una caracteristica importante de estos com-
puestos es su capacidad de combinarse con un subtipo especifico de receptor. En particular,
se ha encontrado que las omega-conotoxinas son bloqueadores potentes y especificos de
los canales de calcio tipo N. Este tipo de canales participan en muchos desérdenes neu-
roldgicos potencialmente tratables con inhibidores de la transmision sinaptica. Por sinte-
sis, a partir de las conotoxinas se obtuvo un péptido denominado SNX-111 (Patente No.
5364842) que en la actualidad se encuentra en la fase de ensayos clinicos. Este com-
puesto seria potencialmente util en la isquemia cerebral y como analgésico a usarse en el
dolor crénico intenso en pacientes con cancer y SIDA y esta proximo de lanzarse al mer-
cado. Otros compuestos obtenidos de esta fuente se encuentran en etapa de ensayos pre-
clinicos por sus efectos como antiepilépticos, neuroprotectores y cardioestimulantes
(Base de datos PHARMAPROJECT, 2000).

El phyllum de los Cnidarios comprende un amplio grupo de animales integrado por me-
dusas, anémonas, hidroides y corales. Las anémonas han sido fuente de compuestos capaces
de ejercer acciones fisiolégicas muy especificas sobre los canales i6nicos y han contribuido
a la caracterizacion de los mecanismos moleculares de funcionamiento de los canales de
sodio en tejido muscular y nervioso (CATTERALL, 2000; EL-SHERIF, FOZZARD & HANCK,
1992; RATHMAYER, 1979). Recientemente se encontrd una nueva clase de toxinas blo-
queadoras de canales de potasio a partir de diferentes especies de anémonas tales como Bu-
nodosoma granulifera (ANEIROS, GARCIA, MARTINEZ, HARVEY, YERSON, MARSHALL,
ENGSTROM, HELLMAN & KARLSSON, 1993; GARATEIX, VEGA, SALCEDA, CEBADA, ANEI-
ROS & SoTo, 2000), Stichodactyla helianthus (CASTANEDA, SOTOLONGO, AMOR, STOC-
KLIN, YERSON, HARVEY, ENGSTROM, WERNSTEDT & KARLSSON, 1995), Anemonia sulcata
(SCHWEITZ, BRUHN, GUILLEMARE, MOINIER, LANCELIN, BERESS, & LAZDUNSKI, 1995) y
Heteractis magnifica (GENDEH, YUNG, DE MEDEIROS, JEYASEELAN, HARVEY, & CHUNG,
1997). Estas toxinas no presentan homologia con otras toxinas de canales de potasio. Se
ha demostrado que algunas de estas toxinas de anémonas bloquean los canales tipo Kv ex-
presados en oocitos de Xenopus o células de mamiferos (ALESSYRI-HABER, LECOQ, GAS-
PARINI, GRANGIER-MACMATH, JACQUET, HARVEY, DE MEDEIROS, ROWAN, GOLA, MENEZ, &
CREST, 1999; KALMAN, PENNINGTON, LANIGAN, NGUYEN, RAUER, MAHNIR, PASCHETTO,
KEM, GRISSMER, GUTMAN, CHRISTIAN, CAHALAN, NORTON, & CHYY, 1998; PENNIGTON,
MAHNIR, KRAFTE, ZAYDENBERG, BYRNES, KHAYTIN, CROWLEY & KEM, 1996) y algunos ca-
nales de potasio dependientes de calcio K(Ca). Los canales K(Ca) y los Kv1.3 se expre-
san en los linfocitos T humanos, por lo que la inhibicién de estos canales puede ser de uti-
lidad terapéutica para suprimir la proliferacion de los linfocitos, Ademads, los canales de
K(Ca) estan ampliamente distribuidos en el sistema nervioso, cardiovascular y gastroin-
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testinal, por lo que los estudios dirigidos a analizar las interacciones de las toxinas de
anémonas con estos canales pueden proporcionar informacién importante, desde el
punto de vista terap€utico, acerca de la modulacion selectiva de estas corrientes ionicas
(KEM, PENNINGTON & NORTON 1999).

Ademads de la posible aplicacion terapéutica de estos nuevos compuestos, ellos pueden
constituir modelos para el estudio de diversas patologias, como es el caso de las toxinas
de anémonas con accién sobre canales de sodio que se unen al sitio 3 de este canal. Estas
substancias, obtenidas de diferentes especies de escorpiones y anémonas, interfieren con
el proceso de inactivacién de la corriente de sodio sin modificar su cinética de activa-
cion. Sus efectos son analogos a los que se presentan en algunas canalopatias como la
miotonia, la paralisis periddica en el misculo esquelético y el sindrome de QT largo en el
corazon (BENZINGER, TONKOVICH & HANCK, 1999).

A partir de diversos géneros de cianobacterias (los microorganismos conocidos como
algas verdeazules), se han aislado compuestos como la anatoxina-a y la antoxina-a(s),
que tienen efectos neurotoxicos (CARMICHAEL, 1994). La anatoxina-a, es un alcaloide
que mimetiza la accion de la acetilcolina; se combina con los receptores de las células
musculares induciendo la contraccién, pero no puede ser degradada por la acetilcolino-
esterasa; consecuentemente, continda actuando sobre las células musculares hasta que
éstas quedan exhaustas y dejan de operar. Su capacidad de mimetizar la accién de la ace-
tilcolina le confiere un gran interés como herramienta farmacoldgica. Se encuentra en
estudio la posibilidad de obtener una version modificada de este compuesto, con la toxi-
cidad reducida, que pueda retardar la degeneracion mental observada en la enfermedad de
Alzheimer. En muchos pacientes este deterioro proviene, en parte, de la destruccion de las
neuronas que producen acetilcolina. La acetilcolina no puede ser administrada a los pa-
cientes con Alzheimer, puesto que desaparece muy rapidamente, por lo que la utilizacién
de la anatoxina-a podria ser de utilidad en la terapia de esta patologia y de otras asociadas
a un déficit colinérgico, como la miastenia gravis.

Los ejemplos aqui mencionados indican la importante contribucién que pueden ofre-
cer los compuestos de origen marino al estudio de los procesos bioldgicos y fisiopatol6-
gicos y, eventualmente, también al tratamiento médico de diversos padecimientos.
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